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摘　要　根据NCBI中公布的人瘦素 cDNA序列 ,设计并合成了 6个 89bp 左右的DNA小片段 ,经重叠延伸 PCR扩增获得 464bp

的 rhLep的完整基因片段。构建 pET22b( + )ΠrhLep表达载体 ,转化大肠杆菌BL21 (DE3) ,IPTG诱导表达。目的蛋白以包涵体的

形式表达 , 表达量占菌体总蛋白的 50 %以上。表达产物用 Ni2 +亲和层析柱纯化 , SDS2PAGE结果表明 ,含 6×His标签的目的

蛋白的相对分子量约 16kD。MTT比色法实验显示 ,当低剂量 (10～30ngΠmL)时 ,rhLep具有促进内皮细胞生长的作用 ;在高剂量

(50～225ngΠmL)时 ,rhLep具有杀伤人内皮细胞的活性。其最大杀伤率达到 9818 %。吖啶橙荧光染色观察到高剂量 rhLep对人

内皮细胞有明显的凋亡作用。以上工作为进一步了解瘦素的体内体外生物活性奠定了基础。
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Abstract　Six 89bp primers were designed on the base of the cDNA sequence encoding the human leptin reported on the NCBI.

The synthetic gene with 464bp encoding rhLep was obtained by SOE ( splicing by overlap extension) PCR. The expression vector

pET22b( + )ΠrhLep was constructed and transformed into E. coli BL21 (DE3) . The rhLep protein was expressed as inclusion

bodies with the yield of more than 50 % of total bacterial proteins after IPTG induction. The rhLep protein , which has a

molecular weight about 16kD ,was purified by Ni2 + affinity chromatography column and identified by SDS2PAGE. The MTT Assay

shows that rhLep promotes EC304 cells growth at the low concentration of 10ngΠmL to 30 ngΠmL , and rhLep appears cytotoxic to

EC304 cells with the high dose of 50ngΠmL to 225ngΠmL. The viability of EC304 cells decreases to 112 % with the concentration

of 225ngΠmL of rhLep. The massive apoptosis of rhLep on EC304 cells is observed by AO- staining under fluorescent microscope.

All these results would lay the foundation for the further study of its biological functions in vitro and in vivo.
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　　自从 1994 年 Zhang
[1 ]等通过位置克隆的方法克

隆了小鼠的肥胖基因 (Obesity , ob)及该基因人的同

源序列 , 从此拉开了研究与应用肥胖基因的序幕。

瘦素 (Leptin)是肥胖基因的表达产物 ,主要在脂肪组

织中表达[2 ]。人和大多数动物的瘦素前体是一个由

167个氨基酸残基组成的球形蛋白 ,由脂肪细胞合

成后分泌入血的过程中水解去除 N2末端 21个氨基

酸组成的信号肽 ,形成由 146个氨基酸组成、分子量
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为 16kD的成熟瘦素分子[3 ]。瘦素作为一种信号分

子通过血脑屏障与下丘脑的特异受体结合 ,抑制神

经肽 Y(NPY) 的合成与释放来实现调节体重[4 ]。同

时它也具有调节生长发育 ,调节炎症反应、免疫功

能、维持正常的血脂代谢等功能[5 ]。

近年来越来越多的研究资料表明 ,人体内的血

清瘦素水平与乳腺癌、宫颈癌、结肠癌、前列腺癌、脑

瘤、脂肪瘤等的发生都有着一定的关系 ,血清瘦素浓

度的升高与降低是癌症患者的一个重要的标志[6 ]。

Hu等研究发现瘦素受体在乳腺癌、宫颈癌、结肠癌、

前列腺癌、胃癌、肝癌、脂肪瘤等组织上均有表

达[7 - 9 ]。但瘦素在肿瘤发生过程中所起的生理、病

理作用及调控机制仍未阐明 ,瘦素直接作用于肿瘤

的研究仍然缺乏 ,本实验为了获得重组人瘦素

(recombinant human Leptin ,简称 rhLep)蛋白高表达的

工程菌株 , 通过重叠延伸 PCR获得 rhLep 全序列 ,

构建了重组表达质粒 pET22b ( + )ΠrhLep ,并对在大

肠杆菌中表达的蛋白进行了鉴定 , 为进一步研究瘦

素对肿瘤的生物学作用奠定了基础。

1　材料和方法

111　材料

大肠杆菌 BL21 (DE3) 菌株和原核表达载体

pET22b ( + )购自 Novagen公司 ;Pfu 及 Tag DNA 聚合

酶、dNTP购自 Promega公司 ; 限制性内切酶、T4 DNA

连接酶及 Pfu DNA聚合酶为 NEB公司产品 ;质粒提

取及胶回收试剂盒为 OMEGA公司产品 ;Ni
2 + 2HiTrap

Chelating HP树脂为 Amersham Pharmacia Biotech公司

产品。引物由上海生工公司合成。EC304 (人脐静

脉内皮细胞株)由本室保存 ;培养于含 10 %新生牛

血清、2mmolΠL 谷氨酰胺的 RPMI1640 培养基。

112　方法

11211　重组人瘦素 (rhLep)的基因构建 :根据文献报

道的全长人瘦素 cDNA (NM-000230) ,按照引物设计

原则 ,根据密码子的简并性和大肠杆菌的密码子喜

好性原则 ,在不影响氨基酸序列的前提下 ,将原序列

中出现的稀有密码子核苷酸序列进行修改。以修改

后的基因序列为模板 ,设计 6条引物 ,并分别在引物

Lp1和Lp6 中引入 BamH Ⅰ和 Xho Ⅰ酶切位点 ,每

条引物之间有 18 个碱基互补。经过四轮 PCR将 6

个引物片段拼接成 rhLep 基因序列 (464bp ,包含酶切

位点和保护碱基) 。重叠 PCR的每一步拼接反应如

下 :第一步 PCR反应 :将Lp3、Lp4拼接生成产物 Lp3

+ 4 ;第二步 PCR反应 :以 Lp3 + 4 为模板 ,Lp2、Lp5

为上、下游引物进行 PCR扩增 ,得到产物 Lp2 + 5 ;第

三步 PCR反应 :以 Lp2 + 5 为模板 ,Lp1、Lp6 分别为

上、下游引物进行 PCR扩增 ,得到产物 Lp1 + 6即瘦

素全长。反应条件均为 :95℃预变性 3min ;95℃变性

30s ,53℃退火 45s ,72℃延伸 1min ,循环数 10 ;95℃变

性 45s ,72℃退火并延伸 90s ,循环数 25 ; 72℃延伸

10min。6 个长引物片段基因序列设计如下 : LP1

CGTGAGCCATGGCCGTGCCGATTCAAAAAGTCCAGGAT

GACACCAAAACCCTCATCAAGACAATTGTCACCCGTAT

CAATGACATTTCACACACGCAGTC ; LP2 CATTTCAC

ACACGCAGTCAGTCTCCTCCAAACAGAAAGTCACCGGT

TTGGACTTCATTCCTGGGCTCCACCCCATCCTGACCTT

AAGCA ;LP3 CCATCCTGACCTTAAGCAAGATGGACC

AGACACTGGCAGTCTACCAACAGATCCTCACCAGTATG

CCTTCCCGTAACGTTATCCAAATT; LP4 CACGGCAA

GTGGCAACTCTTAGAGAAGGCCAGCACGTGAAGAAGAT

CACGGAGGTTTTCAAGATCGTTGGAAATTTGGATAACG

TTACG; LP5 CCACCTCTGTACTGTAACCGCTAGCTT

CCAGGACACCCCCCAGGCTGTCCAAGGTCTCCAGGCCA

CTGGCCCATGGCAAATGGCAACTC ; LP6 ACAGTAC

TCGAGGCACCCAGGGCTGAGGTCCAGCTGCCACAGCAT

GTCCTGCAGAGACCCCTGAAGACGGCTCAGGGCCACCA

CCTCTGTACTGTAAC。

11212　重组表达质粒的构建及鉴定 :PCR 产物及质

粒分别用限制性内切酶 BamH Ⅰ和 Xho Ⅰ消化 ,胶

回收。用 T4 DNA 连接酶将 rhLep 基因克隆至质粒

pET22b ( + ) 中 ,构建成重组质粒 pET22b ( + )ΠrhLep ,

转化 E. coli BL21 (DE3) 。重组子提取质粒进行双酶

切鉴定 ,阳性克隆送上海英俊公司测序。

11213　表达和纯化 :挑含测序正确的重组质粒

pET22b ( + )ΠrhLep 的 E. coli BL21 (DE3) 单菌落 ,

37℃振荡培养过夜 ,按 1∶100 稀释到 LB 培养液中 ,

37℃振荡培养至 OD600nm值约为 015时 ,加入终浓度

为 015mmolΠL 的 IPTG诱导表达 6h。目的蛋白的纯

化参照Amersham Pharmacia Biotech公司提供的Ni柱

蛋白纯化操作手册进行。采用透析法复性。12 %的

SDS2PAGE及 BIO2RAD凝胶成像系统 (Quantity One2
416)分析表达量与纯度。

11214　MTT比色法[10 ]测定不同 rhLep 浓度下人内

皮细胞存活率 :取对数生长期 EC304 细胞 ,消化后

悬浮在一定量的培养液中 ,计数后调整细胞浓度 ,按

500 细胞Π200μLΠ孔接种在 96 孔板 ,置 37℃, 5 %

CO2 ,饱和湿度条件下培养。24h 细胞贴壁后 ,吸去
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培养液 ,换成含不同 rhLep 浓度的培养液 ,继续培养

6h ,每孔加入 5mgΠmL MTT 0102mL ,继续培养 4h ,吸

去培养液 ,加入 01 2mL DMSO ,震荡 5 min ,继续培养

30min ,用酶标仪测 A570nm。计算细胞存活率 :细胞存

活率 = 各 rhLep 浓度下吸光度 ( A ) 值Π正常对照组
吸光度 ( A) 值。

11215　吖啶橙染色形态观察 :取对数生长期 EC304

细胞 ,以每孔 310×10
5个接种于 6 孔板中 ,培养 12h

后加入终浓度为 225ngΠmL的 rhLep。12h后 ,离心收

集细胞 ,用 PBS 清洗 2 次 ,加入质量分数为 0115 %

的 KCl

溶液 500μL ,室温静置 15min ,离心去上清液 ,向

沉淀中加入体积分数为 4 %的多聚甲醛 100μL ,4℃

固定 10 min。将细胞打匀 ,吸约 95μL 滴于载玻片

上 , 待固定液挥干后 , 加 5μL 01025 %吖啶橙醋酸染

液于细胞上 ,盖上盖玻片 ,将荧光显微镜的激发光调

至蓝光 (502) ,观察细胞核形态并照相。

2　结果

211　重组人瘦素( rhLep)的基因构建

图 1 的 1～3 泳道中分别可见 160bp、320bp、

464bp左右的产物带 ,均与理论计算的片段大小相

一致。

图 1　PCR产物电泳图

Fig. 1　117 % Agarose gel eletrophoresis of PCR

M:DNA markers ;1 :Lp3 + 4 ;2 :Lp2 + 5 ;3 :Lpl + 6 (rhLep) .

212　重组质粒的鉴定

重组子提取质粒经 BamHⅠ及 Xho Ⅰ酶切后 ,

琼脂糖凝胶电泳鉴定 ,如图 2所示 ,得到两条目的条

带 ,分别为 rhLep 条带 ( 464bp ) 、pET22b ( + ) 条带

(5482bp) 。阳性克隆送上海英骏公司测序 ,测序结

果表明获得一正确序列的重组子。

图 2　重组 pET22b( + )ΠrhLep质粒的双酶切鉴定

Fig. 2　Identification of recombinant pET22b( + ) rhLep

1 :pET22b( + )ΠrhLep digested by BamH Ⅰand

Xho Ⅰ;2 :pET22b( + )ΠrhLep :M:DNA Mrkers.

213　rhLep的表达及纯化[ 11]

含重组质粒 pET22b ( + )ΠrhLep 的 E. coli BL21

(DE3)经 IPTG诱导后 ,目的蛋白主要以包涵体形式

表达 ,表达量占菌体总蛋白的 50 %以上。包涵体经

尿素洗涤和溶解后 ,通过 Ni
2 +亲和层析柱纯化。图

3所示 ,在 16kD附近有一特异条带 ,与目的蛋白的

理论推算的相对分子量 (约 1618 kD)相符 ,其纯度达

95 %以上 (Quantity One2416) 。

图 3　rhLep表达及纯化的 SDS2PAGE分析

Fig. 3　SDS2PAGE analysis of expression

and purity of rhLep proteins

1 : the lysates of E. coli cells with blank vector pET222b( + ) ;

2 : cells after IPTG Induction ; 3 : cell supernatant after

ultra2sonic ; 4 : total insoluble protein ;

5 : purified protein M. protein markers.

214　不同浓度 rhLep蛋白对 EC304生长的影响

如图 4 所示 ,在 rhLep 浓度小于 30ngΠmL 时 ,

EC304细胞的存活率与正常对照培养基相比明显升

高。rhLep 浓度为 50ngΠmL 时 ,细胞存活率轻微下

降 ,随着培养基 rhLep 浓度增高 ,当培养基 rhLep 浓

度为大于 100ngΠmL 时 ,细胞存活率下降显著。
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图 4　不同浓度 rhLep蛋白对 EC304细胞存活率的影响

Fig. 4　The effects of different rhLep concentration

on the viability of EC304 cell

200ngΠmL、225ngΠmL 浓度下细胞存活率分别为 9 %

和 112 %。结果显示 ,低浓度 Leptin ( ≤30ngΠmL)可

以促进内皮细胞生长 ,当其浓度高于 50ngΠmL时 ,便

可抑制内皮细胞生长 ,使内皮细胞发生凋亡。

215　细胞核变化的检测

图 5中所示空白对照组细胞胞膜完整 , 胞质丰

富饱满。而处理组可见部分细胞胞膜皱缩 , 细胞核

发生固缩 , 核质沿核膜浓缩边集 , 可见致密强荧

光 ,有的细胞核碎裂 , 形成凋亡小体 , 呈现典型的

凋亡形态特征。说明高浓度瘦素可使内皮细胞发生

凋亡。

图 5　经 rhLep处理的 EC304细胞吖啶橙荧光染色图 (×40)

Fig. 5　Photographs of AO2Stained EC304

cells after treated by rhLep (×40)

1 : control (PBS) ; 2 : rhLep 225ngΠmL.

3　讨论

　　真核基因在大肠杆菌 ( E. coli)中表达 ,目前已

成为重组 DNA 技术中一种必不可少的研究手段。

但是 ,外源真核基因在大肠杆菌中的表达量往往受

到诸多因素的制约。其中一个重要的因素是当外源

真核基因中含较多的 E. coli 中低频率使用的稀有

密码子时会影响蛋白的翻译速率 ,从而影响表达效

果。本实验考虑到这一因素 ,以 GenBank 公布的人

leptin cDNA 序列为依据 ,去除 N 端 21 个信号肽序

列 ,根据密码子的简并性和大肠杆菌的密码子喜好

性原则 ,在不影响氨基酸序列的前提下 ,将原序列中

出现的稀有密码子核苷酸序列进行修改。以修改后

的基因序列为模板 ,设计引物 ,重叠延伸 PCR拼接

成完整的瘦素基因序列。经测序证实与 GenBank中

的人 leptin编码的 164 个氨基酸序列一致 ,阅读框

完全正确。为以后的瘦素在大肠杆菌中高效表达的

研究奠定了很好的基础。本实验采用的表达载体

pET22b ( + )由 T7 强启动子调控外源基因的表达 ,

具有 N2端 pelB 信号肽序列 ,能将外源蛋白转运到周

质空间 ,且蛋白的 C端有 ( His) 6 tag ,便于下游纯化。

蛋白表达采用 IPTG诱导 , 本文中所采取的诱导温

度、诱导时间、IPTG浓度均经优化确定。发现基因

产物以包含体形式表达 ,包含体中目的蛋白的浓度、

纯度高 ,有利于抵御宿主菌蛋白酶的毒性。经 SDS2
PAGE电泳显示在分子量 16kD 附近有明显表达条

带 ,与基因编码的理论推算值相符。经 Ni
2 +亲和层

析柱进行纯化后表达蛋白的纯度达 95 %。

Nakata
[12 ]、Maruyama

[13 ]等研究发现瘦素长型 ,短

型受体在内皮细胞上均有表达 ,并报道了关于低剂

量瘦素可以促进内皮细胞生长 ,高浓度瘦素便可抑

制内皮细胞生长。本实验通过研究了不同浓度

rhLep蛋白对 EC304生长的影响 ,实验表明 :当浓度

低于 30ngΠmL时 ,瘦素可以促进内皮细胞生长 ;但当

瘦素浓度高于 50ngΠmL 时 ,内皮细胞存活率明显下

降 ;而瘦素浓度为 225ngΠmL时内皮细胞存活率只有

112 % ,且在荧光显微镜下观察到许多细胞有典型的

凋亡形态学改变 ,并可见凋亡小体。这说明瘦素可

以快速有效地杀伤内皮细胞且呈剂量依赖性。这一

研究结果又再次证实了 Nakata、Maruyama 等的研究

报道。众所周知内皮细胞对肿瘤的生长繁殖起着至

关重要的作用。本实验成功地构建了瘦素蛋白高表

达的工程菌株并获得了具有生物活性的瘦素蛋白。
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这为进一步研究瘦素对内皮细胞和肿瘤细胞的生物

学作用奠定了基础 ,为将瘦素应用于肿瘤临床治

疗[14 ]研究提供了可能性。
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重 要 通 知

《生物工程学报》2006年出版英文版

为了加快期刊的国际化进程 ,扩大国际交流 ,本刊与国际知名的出版公司爱思唯尔 ( Elsevier)达成协议 ,合作出版英文刊

《Chinese Journal of Biotechnology》(电子版) ,该刊与中文版同步 ,双月刊。出版后置于爱思唯尔庞大的 ScienceDirect网络平台上

(我刊网址 :http :ΠΠwww. sciencedirect. comΠscienceΠjournalΠ18722075)。

爱思唯尔是国际著名的出版公司 ,《细胞》等知名杂志便出自该公司。ScienceDirect是爱思唯尔建立的世界上最全面的服

务于多学科研究型图书馆的电子数据库。研究人员通过它能在线访问超过 1800种期刊和 400万篇电子版全文。《生物工程

学报》英文版借助这个庞大而成熟的平台 ,将可以大大地提高文章的浏览量 ,扩大期刊及作者在国内外的影响 ,提高文章的被

引频次。同时 ,出版英文电子版将可克服与国外文字沟通的障碍 ,使作者的科研成果能在第一时间内为国际同行所了解。

我刊的栏目有综述、研究报告、研究简报和技术与方法等 ,范围包括基因工程、细胞工程、酶工程、蛋白质工程、发酵工程、

生化工程、代谢工程、组织工程、生物制药、生物芯片、生物反应器及生物信息学等 ,涉及生物技术各个领域 ,非常欢迎广大科

研人员踊跃投稿。直接投英文稿件而被录用的 ,也将同时以中文形式发表在中文印刷版上。英文版不再另收版面费。

具体做法是 :每期从中文版中精选出 10篇稿件译成英文 ,凡具备以下条件之一者即可入选 :1.在理论方面有新发现或新

见解。2. 在应用方面取得新进展 ,达到新水平。3. 在技术方面建立新方法或改进已有的方法。选中后通知作者译成英文 ,

经编辑部审核送爱思唯尔出版公司进行文字加工 ,再返回作者进行内容确证。

投稿时请注意以下事项 :1.稿件撰写时 ,应力求叙述清楚 ,避免语法错误和用词不当。2. 突出创新点 ,用具体材料 、数据

加以说明与论证。3.加强图表注释 ,使读者在不读正文的情况下能正确理解图表的涵义。

欲了解更详细的信息 ,请登录我刊网站 (journal. im. ac. cnΠcjb)点击“英文版”,或直接联络编辑部 :

电话Π传真 :010262554303　　　　　E2mail :cjb @im. ac. cn
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